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論文内容要旨
 プロテイ ンホスファターゼ 2C (PP2C) は細胞内の主要な4種類のセリ ン/ス レオニンホスファ
 ターゼ (PP1, 2A, 2Bおよび2C) のひとつで, 他のPPとは, 一次構造や, 2価イオン要求性,
 オカダ酸感受性といった酵素学的性質の異なる酵素である。 現在, 6種類の PP2C 遺伝子の存在
 が知られているが, このうち, PP2Cαおよびβは細胞内の主要な PP2C 活性として精製される
 42-44kDa の酵素をコー ドする遺伝子であり, 酵母から哺乳類まで保存されている。 酵母細胞で
 は, PP2C遺伝子が, ストレス依存性 MAP (mitogen activated protein) キナーゼ経路を負に
 制御することが, 分子遺伝学的な解析により示されている。 そこで, 高等動物の PP2C の MAP
 キナーゼ経路に対する影響について検討するため, 哺乳動物培養細胞を用いた一過性 cDNA 発
 現系および組換え蛋白質を用いた試験管内での系を用い, 検討を行った。 その結果, COS7 細胞
 を用いた共発現の系において, PP2Cαおよびβは, ストレス依存性 MAP キナーゼである p38
 およびJNK と, これらをリン酸化し活性化する MAP キナーゼキナーゼ (MKK) である MKK
 3, 4, 6および7の作用を抑制したが, 増殖因子依存性 MAP キナーゼ経路である ERK, MKK1
 の経路には影響を与えなかった。 最近, PP2Cαのアイソフォームのひとつである PP2Cα2 が,
 ストレス依存性 MAP キナーゼとその活性化因子である MKK を直接脱リン酸化 し, 不活性化す
 ることが報告された。 そこで, 本研究では, もうひとつのアイソフォームである PP2Cβによる
 ストレス依存性 MAP キナーゼ経路の抑制における作用点について, 解析を行った。 その結果,
 PP2Cβはストレス依存性 MKK を直接不活性化できなかった。 そこで, p38 経路および JNK 経
 路の両方を活性化する MKK キナーゼである TAK1 (TGFβ活性化キナーゼ) に対する PP2Cβ
 の作用を検討したところ, PP2Cβは TAK1 およびその活性化因子 TAB1 を脱リン酸化 し,
 TAK1 の MKK キナーゼ活性を細胞内および試験管内で阻害した。 また, 一過性発現の系におい
 て, PP2Cβは TAK1 と細胞内で相互作用した。 この相互作用は, TAK1 と特異性が高く, また,
 内在性の蛋白質において も, TAK1と PP2Cβの相互作用が検出された。 これらの結果より, 哺
 乳動物細胞においては, TAKl が, PP2Cβによるストレス依存性 MAP キナーゼ経路の作用点
 の少なくともひとつであることが示唆された。
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 審査結果の要旨
 本論文は, プロテイ ンホスファターゼ 2C (PP2C) によるストレス依存性シグナル伝達の調節
 に関する報告である。
 本研究において筆者は, 高等動物の PP2C の, 細胞外ストレスおよび炎症性サイ トカイ ン依存
 性の MAP キナーゼ経路に対する影響について検討するため, 哺乳動物培養細胞を用いた一過性
 cDNA 発現系および組換え蛋白質を用いた試験管内での系を用 い, 検討を行った。 その結果,
 COS7 細胞を用いた共発現の系において, PP2Cαおよびβは, ストレス依存性 MAP キナーゼ
 である p38 および JNK と, これらをリン酸化し活性化する MAP キナーゼキナーゼ (MKK)
 である MKK3, 4, 6および7の作用を抑制したが, 増殖因子依存性 MAP キナーゼ経路である
 ERK, MKK1 の経路には影響を与えなかった。 最近, PP2Cαのアイソフォームのひとつであ
 る PP2Cα2 が, ストレス依存性 MAP キナーゼとその活性化因子である MKK を直接脱リン酸
 化し, 不活性化することが報告された。 そこで, 本研究では, もうひとつのアイソフォームであ
 る PP2Cβによるストレス依存性 MAP キナーゼ経路の抑制における作用点について, 解析を行っ
 た。 その結果, PP2Cβはストレス依存性 MKK を直接不活性化できなかった。 そこで, p38 経
 路および JNK 経路の両方を活性化する MKK キナーゼである TAK1 (TGFβ活性化キナーゼ)
 に対する PP2Cβの作用を検討 したところ, PP2Cβは TAK1 およびその活性化因子 TAB1 を脱
 リン酸化 し, TAK1 のMKK キナーゼ活性を細胞内および試験管内で阻害した。 また, 一過性
 発現の系において, PP2Cβは TAK1 と細胞内で相互作用した。 この相互作用は, TAK1 と特異
 性が高く, また, 内在性の蛋白質においても, TAK1 とPP2Cβの相互作用が検出された。 これ
 らの結果より, 哺乳動物細胞においては, TAK1 が, PP2Cβによるストレス依存性 MAP キナー
 ゼ経路の作用点の少なくともひとつであることが示唆された。
 本研究によって, ストレス依存性 MAPKKK の脱リ ン酸化による調節機構がは じめて明らか
 になった。 この結果は, 細胞外ストレスおよび炎症性サイ トカイ ンによる細胞内シグナル伝達系
 の新 しい調節機構の存在を示唆する ものであ り, 博士論文に相応 しいと判定する。
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